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SUBMISSION OF PRIORITY DOCUMENTS 

United States Patent and Trademark Office 
P.O. Box 2327 
Arlington, VA 22202 

Dear Sir: 

Enclosed for filing in the above-identified application is a certified copy of German 
Patent Application No. 198 13 017.1 which was filed on March 25, 1998 and German Patent 
Application No. 198 19 958.9 which was filed on May 5, 1998. Priority of invention under 35 
U.S.C. §1 19 is claimed from these applications. 

Respectfully submitted, 

KNOBBE, MARTENS, OLSON & BEAR, LLP 
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Prozesslve Glycosytransf ras 

Erfinder: Petra 7 rasch; Frank Peter Wolter, Ulrich ZMhring r, Ernst Heinz 
Bezeichnung 

Die Erfindung betriffi die Verwendung von prozessiven UDP-Glycosyl.1.2-Diacyl- 
glycerdl-3 p-D-Glycosyitransferasen und ahnlicher Protein© sowie die zugehdrigen 
kodierepden Nukleinsauren zur Veranderung des Gehalts und/oder der Struktur 
von Giycosyldiacylglyceriden und /oder deren synthetische Folgeprodukte in 
^ transgenen Zellen und / oder Organismen. 

Zusammenfassung 

Es wurden Glycosyl-Diacylglyceride enzymatisch mit Hilfe einer prozessiv aktiven 
Glycosyltransferase hergestellt. Hierzu wurde das fur eine UDP-Glycosyltransferase 
kodierende Gen aus genomischer DNA von Bacillus subtilis (SubtiList, Accession 
Nummer P541 66) isoliert, in E. coli kloniert und exprimiert. Die Aktivitat des Enzyms 
konnte mit speziellen in vitro Enzymnachweissystemen nachgewiesen werden. Die 
Produkte wurden in Lipidextrakten von transgenen E. co// Zellen nachgewiesen und 
^ identifiziert. Es handeJt sich dabei um verschiedene neuartige Glycoside mit 
unterschiedlicher Anzahl von Glucoserefcten (maximal vier), die p(1-»6)glycosidisch 
miteinander verknQpft sind und Diacylglycerol (DAG) als primaren Akzeptor 
. verwenden: 

1) DGIcD: 3-[0-p-D-glucopyranosyl-(1->6)-0-p-D-glucopyranosyl]-1 ,2-diacyl- 
glycerol , 

2) TGIcD: 3-(0-p-D-glucopyranosyl-(1 ->6)-0-p-D-gluco-pyranosyl-(1 ->6)-O-0-D- 
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glucopyranosy ,2-diacylglycerol 
3) TeGlcD: 3^M-D^luco^yr^ 

giucopyranosyl-O^^ : : ■ ; 

Wahrend Di- und Trisaccharid-Diacylglycerine schon beschrieben sind, ist das 
letztgenanntes Glycolipid Tertrasaccharid-Diacylglycerin neuwertig. 
Zusatzlich wurde in den in vitro Assays eine weiteres Glycolipid als 3-[0-p-D- 
glucopyranosyll-1 ,2-diacylglycerol identifiziert. 

Oberraschenderweise wirkt das die Erfindung betreffende Enzym prozessiv, d.h, alle 
gefundenen neuartigen Glycolipide werden durch die sukzessive Addition von UDP- 
' Glucose auf das jeweils vorhergehende Produkt des Enzyms gebildet Diese 
Prozessivitat eines einzelnen Enzyms ist bisher nicht beschrieben worden und war 
aus dem Reaktionsschema nicht zu erwarten. 

Zudem werden Alkyl-p-D-Glucoside als Akzeptoren fur eine weitere Glucosilierungs- 
reaktion verwendet. - 



Abkurzungen 




DAG 


Diacylglycerol 


DGIcD 


piglucosyl Diacylglycerol 


ONA 


Desoxyribonukleinsaure 


MGD 


Monogalactosyl Diacylglycerol 


MGIcD 


Monogliicosyl Diacylglycerol 


PAGE 


. polyacrylamid Gelelektrophdrese 


SDS 


Natriumdodecylsulfat 


TeGlcD 


Tetraglucosyl Diacylglycerol 


TGIcD 


Triglucosyl Diacylglycerol 
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Stand dor Technlk 

Glyceroglyeolipid stellen in Gruppe von M mbrank mponent n d^die.-^ 
strukturell s hr h terogen 1st. Man find t sie In Bakteri n (Kat s. 1990), P«anzen und 
in sehr geringen Mengen auch in t.aren Vlele Strukturen gerad^ baktBfieller 
Glycolipide sind schon Iflnger beschrieben (Kates. 1990). Erete Gene sind jedoch 
erst kurzlich bei Neisseria gonorrhoeae ktoniertund funktionall charakterieiertworden 
(WO 86/10086; Glycosyltransferases for Biosynthesis of Oligosaccharides, and 
Genes Encoding them). Anfang 1997 ertchlen eine Publikatlpn. in der die erstmalige 
Klonierung und Expression eiher pflanzlichen Galactose: 1,2 Oiacylglycerol 
Galactoeyrtransferase beschrieben wlrd (ShlmoJIna et al . 1997). Sowohl die bakte- 
riellen als auch das pflanzTicihen Enzym weisen im Gegensatz zu der Wer 
beschriebenen Glycosyitransferase kelne Prozessrvitat auf. 

Die Offentegungsschrift WO 94/12646 (Proteins having Glycosyltransferase Activity) 
beinhaitet die Klonierung und Expression von Glycosyitransferasen aus humanem 
Plazentagewebe. dem gegenuber das hier beachriebene Enzym mit suleasiver 
prozessiver Aktivrtat neu let Bel der Offenlegung WO 93/13198 Method for 
Obtaining Glycosyltransferases) handelt es eich um eine Methode, 
Glycosyitransferasen aus tlerisehen und/oder pflanzlichen Zellhomogenaten zu 
isolieren. an eine Tragermatrix zu immobtlieieren und eine Synthese 
unterschiedlicher Endprodukte durehzufuhren. Bei dieser Technik werden 
veractitodene Glycosyitransferasen zur Synthese eingesetzt. 

Erfindungsgemfla werden mit ein und demselben Protein mindestens zwei 
aufeinanderfolgende ProzeBschritte katalysiert. 
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Wirtschaftliche Anwendbark it 

Glycosyldiacylglycerine sind naturlich vorkommende Verbindungen, die in Pflanz n, , 
Tieren und Bakteri n gefunden werd n. Eine preiswerte" H rstellung dj ser Verbin-; 
dungen im gro&technischen Malistab ist bisher allerdings nicht moglich iv da 
entsprechende Gene kaum kloniert bzw. funktionell aufgeklart sind. Mit der, 
Verwendung der hier klonierten und charakterisierten prozessiven Glycosyl- 
transferase konnen in vitro und / oder in vivo unterschiedliche neue Glycosyl- 
diacylglycerine synthetisiert werden, die je nach Zahl der Zuckerreste und Struktur 
der Fettsauren in ganz unterschiedlichen Bereichen Verwendung finden! 
Bei Veresterung wit den ublichen C1 8-ungesattigten Fettsauren haben Digluco- 
syldiacylglycerihe Emulgatoreigenschaften, die eine Verwendung in der Nahrungs- 
mittelindustrie nahelegen (Mayonaise, Margarine, Eis, Konfekt etc.). 
Bei Anwesenheit hoch ungesattigter Fettsauren konnen Glycolipide in Polymere 
integriert werden, die dann neue Eigenschaften und Oberflachen erhalten. 
SchiieBlich kdnnen Glucosyldiacylglycerine Detergenzcharakter erhalten, wenn die 
Kettenlange der Fettsauren stark verkurzt wird. Dies ist bereits jetzt in transgenem 
Raps mit dominierender Laurinsaure moglich. perartige Detergenzien waren in 
grbatechnischem Malistab preiswert herstellbar und zudem biolbgisch abbaubar. 

Die Erfindung wird im folgenden an Beispielen erlautert 
1. Isolierung und Klonierung von ypfP 

Aus B. subtilis wurde das ypfP-Gen isoliert, das in der SubtiList Datenbank als offe- 
ner Leserahmen unbekannter Funktion (Accession Nummer P54166) beschrieben 
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Fur die DNA Isolation, Restriktionsanalyse und Ligation wurden Standardmethoden • 
verw ndet (SamWook et'^ • 
wurde nach Cutting et al .1990 isoliert. RGstriktionsendpnukleasen^und DNA 
modifizierende Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs und 
Boehringer Mannheim bezogen und nach Angaben des Herstellers verwendet. 
E. coli XL1 Blue (MRF') (Stratagene), E. coli BL21 (DE3) (Nbvagen) un6 ; Bacillus ■ ; 
subtilis 01 9 wurden bei 37°C in Luria Broth (LB) (Sambrook et al. , 1 989) angezogen. 
Fur mit PlaSmiden transformierte & coA's wurden die Antibiotika Ampicillin (100 jig 
ml" 1 ) und Kanamycin (30 iig mr 1 ) dem Medium zugesetzt Oie Vektoren pUC18 
(YanistvPerron et al, 1 985) und pET24c(+) (Npvagen) wurden als Wonierungs- 
vektoren verwendet; 

Das ypfP Gen wurde aus genomischer DNA von B. subtilis mittels PCR isoliert. 
Hierzu wurden die spezifischen Primer PJ1 (5' CCGAGCTCCCATATGA 
ATACCAATAAAAGAG 3 ) und PJ2 (5 1 Tr.r.nQATCCTTACGATAGCACTTTGGC 3 ). 
deren unterstrichener Teil am 5' und 3' Ende des ypfP Gens hybridisierte, 
verwendet. Es wurde folgendes Programm fur die Amplifizierung benutzt: 10 min bei 
94 °C; 30 Zyklen von 0 5 min bei 55°C, 2 min bei 72 °C, 1 min bei 94 °C; ein Zyklus 
von 10 min bei 72 °C. Fur die Amplifizierung des 1 170 bp Produktes wurde die Pwo- 
Polymerase von Boehringer verwendet. Das amplifizierte Gen wurde im mit Smal 
linearisierten pUC1 8 Vector kloniert, der anschlie&end pypfP3 genannt wurde. Fur 
die Konstruktion des Expressionsvektors pEypfP24 wurde das yp/P-Fragment mittels 
BamHI und Nde\ aus pypfPS herausgeschnitten und in den BamHI. A/del 
linearisierten pET24c(+) ligiert. E. coli XL1 Blu (MRF') wurd mit pyp>P3 und 

■ 5 • . ., ' " - . " 
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E coji BL21 (DE3) mit pEypfP2A transfprmiert. " Die korekte. Klonierung im 
Les rahmen wurde durch Sequenzi rung Oberpruft. Die DNA von pypfPZ wurde 
eihstrangig mit dW Didesoxy (Method sequenziert (Automatic Sequencer 373A und 

377, Applied Biosystems). ; :~ • 

Die Computer Analyse der Sequenzen erfolgte mit Clone manager for windows 4.1 
(Scientific & Educational Software). Die Datenbank Suchen wurden mit BLAST 
(Aitschul et al M 1990) durchgefuhrt. Sequenzhomologien wurden mit ClustalX 
analysiert (Higgins and Sharp, 1988). 

2. Expression des ypfP-Gens 

Fur die Expression des Gens wurde ypfP im pET24c(+) kloniert und 
E. coli BL21 (DE3) mit dem entstandenen Konstrukt pBypfP24 transformiert 
Vorkulturen von E coli BL21 (DE3) und E coli BL21 (DE3) pEypfP24 wurden Gber 
Nacht bei 37"C angezogen und die Hauptkultur mit 'einer optischen Dichte (O.D.) SM 
von 0,05 gestartet. Die Induktion erfolgte bei einer CvD.wo von 0,8 mit 0,4 mM IPTG. 
Anschlieliend wurde weitere 2 h bei 37°C inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden 
bei 4°C durchgefuhrt. Das Ernten der Zellen erfolgte durch Zentrifugation (15min, 
5000x g). Das Zellsediment wurde in Puffer 1 (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 
20 % (v/v) Glycerol) (4% des Volumens der Expressionskultur) aufgenommen. Die 
Zellen wurden eingefroren und nach dem Auftauen beschallt ( 3x 40 s; Braun, 
Labsonic 2000). Inclusion bodies wurden durch Zentrifugation (15 min, 4000x g) 
gewonnen und der Clberstand anschliellend durch Ultrazentrifugation (1 h, 
147000x g) in Membranfraktion und loslichen Clberstand getrennt. 
Einschlufikorper (inclusion bodies"), Membranfraktion und loslicher Clberstand 
wurden im SDS-PAGE aufgetrennt Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli, 1970 
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durchgefuhrt und die Gele mit Coomasste 

lm SDS-PAGE konnt in d r Membrahfraktion und der Inclusion body Fraktion ein 
Oberexpressionsbande cler apparehten molekularen Masse; yon 44 kba identifiziert _ 
werden. Das Molekulargewicht stimmt mit der fur YpfP ermittelten Masse von ; 

43,6 kOa uberein. ' 

Eine derartige Proteihbande war in der Idslichen Fraktion und dem untransformierten 

E. coli nicht vorhanden (Fig. 1.) 
3. Lipidextraktion und Analyse , . 

Expressionskulturen yon E. co// BL21 (DE3) P EypfP24 und Kulturen der 
spatlogarithmischen Wuchsphase von Bacillus subtilis 019 wurden durch 
Zentrifugation (15 min, 5000xg) geerntet und die sedimentierten Zellen 10 min in 
Wasser gekochl Die Lipidextraktion erfolgte nach Linscheid et al., 1997. Fur die 
Trennung der einzelnen Lipide mittels praparativer Chromatographic, wurden die 
Lipide dunnschichtchromatographisch aufgetrennt. Hierzu wurden folgende 
Losungsmittelgemische verwendet: (1) Chloroform/Methanol/H 2 0 (70:30:4, v/v/v) fur 
die Trennung von MGIcD. DGIcD , TGIcD und TeGlcD von Phospholipiden; (2) 
Diethyl Ether/Petroleum Ether (2:1, v/v) fur die Trennung von acetyliertem DGIcD 
von nicht-acetylierten DGIcD; (3) Diethyl Ether/Petroleum Ether (4:1, y/v) fur die 
Trennung von acetyliertem TGIcD von nicht-acetyliertem TGIcD; (4) Chloro- 
form/Aceton (9.1, v/v) fur die Trennung von acetyliertem TeGlcD von nicht- 
acetyliertem TeGlcD. 

Die Acetylierung der Glucolipide erfolgte nach Tulloch et al., 1973. Die Synthese der 
Fettsauremethylester aus DGIcD mit Na-Methylat wurde nach Roughan und 
Beevers.,1981 durchgefuhrt. Abspaltung der Fettsaure in sn 1 -Position des . DGIcD 
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wurde durch Inkubation mit Rhizopus Opale* (Boeftrirfger) n^ch'den Angaben des 
Herstellers durchgefuhrt Die Inkubation mit Cerebrosidase (von Prof. Dr. Sandhoff ; 
zur Verfugung g stellt) erfolgte nach Vaccaro ©t al., 1 993. : ^ ^. 

E. coii BL21 (DE3) pEypfP2A Lipidextrakte zeigten verschiedene %v neuartige 
Glycolipide, die im Wildtyp nicht detektiert werden kbnnten (Fig.2 ). 

Diese Glycolipide reagierten mit einem Zucker-spezifischen Spruhreagenz, waren 
allerdings Nihydrin- und Phosphat-negativ. Eins der neuen Glycolipide 
cpchrbmatographlerte mit einem Diglucbsyl Diacylglycerol (DGIcD) Standard aus B 
J& ' cereus .. Die verschiedenen Glycolipide warden gereinigt und acetyljeit Die 
Glycolipidbande mit der Polaritat des DGIcD cochromatographierte auch nach 
Acetylierung mit dem acetylierten DGIcD Standard aus B. cereus. 

4. Analyse der neuartigen Glycolipide mittets MS und NMR 

Die massenspektrometrische (MS) und kernresonanzspektroskopische (NMR)- 
Analyse der neuartigen Glycolipide wurde ausschliefclich an deren per-O- 
azetylierten Derivaten vorgenommen. 

4.1. Massenspektrometrische Analyse 

Die massenspektrometrische Analyse der neuartigen Glycolipiden wurde an einem 
Hewlett Packard Massenscpektrometer (Model 5989) mittels direktem Probeneinlatt 
[direct insert probe (DIP)] durchgefuhrt. Die Probe wurde von 80°C bis 325°C mit 
einer Geschwindigkeit von 30°C/min verdampft. Die Elektronenstofi (electron impact, 
EI-MS) Spektren wurden bei 70 eV und die chemische lonisation (CI-MS) erfolgte 
mit Ammoniak (0.5 Torrj. " 
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Alle per-O-azetyli rten Di-{2) Tri- (iC und TeTrah'xosyl^ 
zeigten im El-Mode charakteristische Fragmente fur t rrriinale Mono-h xosyl (m/z = 
331) und Di-hexosyl (m/z = 619) Reste und unt rschieden sich durch di Lage d s 
Verdampfungsmaximums (9.5 min, 2± 10.6 min, 3; und 12.0 min, 4J. Das Disaccharid < 
2 zeigte im CI-MS ein pseudomolekulares Ion {[M+NH 4 ]* rn/z = 1202) in dem 
Hexadecan (16:0) und Hexadenen (16: 1 ) als Fettsauren identifiziert werden konnten. 
Daneben fand sich ein weiteres Ion {[M+NH 4 }* m/z = 1 230} das als Disaccharid mit 
16:0 und 16:1 (oder 18:0 und 16:1) als Fettsauren identifiziert werden konnte. 
Die Mengen der beiden unterschiedlich azylierten Diglykosylipide verhielten sich wie 

2:3 ; ■ - : ';'r' ■■•■• : . v '-"- "' ; ■- 

Das Trisaccharid 3 zeigte das erwartete pseudomolekulare Ion {[M+NH 4 r mk - 
1490 und 1516} mit ebenderselben Heterogenitat im Azylierungsmuster, jedoch in 
leicht modifizierter Proportion (2:1). 

Das Tetrasaccharide 4 zeigte eine Verdampfungskurve mit einem gesteigerlen 
Maximum in der Verdampfungszeit (12.0 min) gegenuber 2 und 3. 
Pseudomolekulare lonen im CI-MS konnte bei dieser Verbindung jedoch nicht 
erzeugt werden. Das Vorhandensein des Tetrasacchaarids 4 konnte daher unter 
diesen Bedingungen nur durch charakteristische Fragmente des nicht- 
reduzierenden Glycosylteils indirekt abgeleitet (m/z = 331 bzw. 619) werden. 

4.2. Protonenresonanz spektroskopische CH-NMR) Analyse 

Die per-O-azetylierten und gereinigten Proben (2_- 4, 30-200 pig) wurden in 100 ?L 
CDCIa (99.96 %, Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) gelost und in 
spezielle Mikro-NMR-Kapillarrohrchen (2.5 mm O.D. , Wflmad, Buena, NJ, USA) 
uberfuhrt. Die Protonenspektren ('H-NMR) wurden an einem 600 MHz Spektrormeter 

■ ..' . : • 9 ' ••• . ' ■'" "■■ '' ' 
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(Bruker Avance DRX 600) aufgenommen, der mil einem speziellen Mikroprobenkopf 
(PH TXI 600SB) ausg rustet war. Die Prob n wurdeh bei 300K gem ssen und die . 
chemisch Verschiebung auf internes Trimethylsilah (TMS^ 3h = y 0.000 ppm) 
bezogen. Ein- und zweidimensionale homonuklear korrelierte Spektren ^H/H „• 
COSY, ROESY, and relayed COSY) wurden mit der Standard Bruker Software 
aufgenommen (XWINNMR, Version 1.3). 

Die eindimensionalen (1D) 1 H-NMR Spektren (600 MHz, Mikroprobenkopf) des Di- 
(2, « 200 ngj, Tri- (3, « 200 jig) and Tetrahexosyldiacylglycerolipids (4, « 50 |ig) der 
Verbindungen 2, 3 und 4 sind in der Abbildung 3a-c dargestellt. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle I (Anhang) zusammengefalJt. Die Zuprdnung der 
Signale erfolgte mittels 1D- und zweidimensionaler (2D-) Protonen- 
resonanzspektroskopie ('H^H COSY, relayed 1 H, 1 H COSY, ROESY) im Vergleich 
zum strukturverwandten li-Gentiobioseoctaacetat (1) das zur eindeutigen Zuprdnung 
als Referenzsubstanz diente und daher ebenfalls in der Tabelle I abgebildet ist Die 
B-anomere Konfiguration aller Hexosen ergibt sich aus der Kopplungskonstanten Ji 2 
die bei alien Hexosen zwischen 7.6 und 8 Hz liegt. Die weiteren 
Kopplungskonstanten der pyronosidischen Ringprotonen H-2, H-3, H-4, und H-5 
(^2.3, Jz.4. and J 4 , 5 ) waren alle grower als 9 : 5 Hz wodurch eine Glucopyranose 
bestimmt werden konnte. Die chemische Verschiebung der Methylenprbtonen (H-6a 
and H-6b) wie auch die Kopplungskonstanten (Jea.w) des terminalen Glc Restes (A) 
sind fur alle Oligosaccharide gleich (4.062 ± 0.005 ppm fur H-6a und 4.205±0.005 
ppm fur H-6b) verglichen mit H-6a,6b von A in B-Gentiobioseoctaacetat wodurch die 
Zuordnung der Spinsysteme aller terminalen Glc Reste A in den Oligosacchariden 2, 
3, und 4_m6glich war. v 
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Di glykosidische R(1->6) Bindung konnte mit Hilfe der Verschiebung nach hoherem - 
Feld der (Qberlappenden) Signale von H-6a und H-6b in d x ri Resten B, C, und D 
(3,855 ± 0.05 ppm) f stgestellt werd n, da T diese sich deutlich von d n unsub- 
stituierten Methylensignalen des terminalen H-6a,6b (A) unterschiederif Diese Tat^ 
sache zeigt deutlich, daR alle Glc-Reste der Verbindungeh 2, 3, und 4 identisch, 
also B(1->6)-giykosidisch verknGpft sind. Dieser Befund konnte mit Hilfe eines 
zweidimensional korrelierten Spektrums ( 1 H ( 1 H-COSY, Abbildung 4 uriten) und 
einem Kem-Overhauser-Spektrum (rotating-frame NOE spectroscopy, ROESY, 
Abbildung 4] oben) des Trisaccharides 3 bestatigt werden. 

Man erkennt im ROESY Spektrum die (eingezeichneten) Kreuzsignale der anomeren 
H-1 Protonen H-1 A , H-1 B und H-1 c . die zwischen H-r/H-6a,6b B , H-1 B /H-6a,6b c und 
H-1 c /H-3a t 3b Gro liegen, (Fig. 4) welche eine eindeutige Zuordnung der drei Spin- 
systeme zu den einzelnen Glucosylresten A ( B und C gestatten. ' " " 
Neben den Protonen der Glycosylresten konnte in alien 'H-NMR Spektren jehe der 
Glycerineinheit (H-1a,1b Gro t H-2 G "\ und H-3a,3b Gf0 ) identifiziert werden (Fig. 3, 
Tabelle I). Die Fettsauren zeigten die erwarteten Methylen- (-CH 2 ~ 1.185 ppm) und 
Methylprotonen -CH 3 (0.812 ppm). SchlieBlich fanden sich in alien Glycolipiden 2-4 
Signals von olefinischen Protonen (-CH=CH-, **5.27 ppm), welche aus den MS- 
Spektren den ungesattigte FettsSuren 16:1 und/ Oder 18:1 zugeordnet werden 
konnten. 

Zusammenfassend ergaben alle massenspektrometrischen (MS) und kernresonanz- 
spektroskopischen ( 1 H-NMR) Analysen zweifelsfrei die Identifizierung der drei 
Glyco-lipide als Di- Tri- t und Tetrasaccharid-diacylglycerine 2, 3, und 4 mit der 

11 . • . 
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folgenden Struktur jm Glycosylteil: 
B-D-Glcp-(1 ^)-(i-D-Glcp-(1 ^6)-Gro (2), r .^^-r,;'. 

(VD-Glcp-(l^)-f^ (3), - arid ^ ? : 

fc-D-Glcp-( 1 ->6)-&-b-Glcp-< 1 -»6)-fl-D-Glcp-( 1 ^)-0-D-Glcp-(1-^)-Gro (4). 
Bei dem Tetrasaccharid-diacylglycerin 4_handelt es sich urn eine zuvor unbekannte 
Stoffklasse, wahrend Di- bzw. Trisaccharid-diacylglycerine bereits beschrieben 
worden sind. 



5- Enzymassay 

Standard-Enzymassays zur Messung der YpfP-Aktivitat wurden in einem 
Endvolumen von 100 jil mit Puffer 1, 20 nl E. coli BL21 (DE3) pE/pfP24 
Membranfraktion (2ti-40 *ig Protein) und 250000 dpm UDP-[ 14 C)Glucose 
(Spezifische Aktivitat 10,8 GBq/mmol; 3,85 Endkonzentration) durchgefGhrt Die 
Reaktion erfolgte 1 h bei 30°C und wurde durch die Zugabe von 
Chloroform/Methanol (2:1; 2 ml) gestoppt. Die organische Mischung wurde durch 
Zugabe von 0.7 m! NaCi-LOsung (0,45 %(w/v)) gewaschen und die entstandene 
Unterphase uberfuhrt. Ein Teil der Unterphase wurde zur ScintillationszShlung 
eingesetzt und der verbleibende Teil nach Evaporation der LOsungsmittel mit Argon 
fur die dunnschichtchromatographische Trennung verwendet/ 
Detergenzien wie Octyl-p-b-Glucopyranosid (Sigma), Decyl-0-D-Glucopyranosid 
(Sigma), SOS, Chaps (Sigma), Tween 20, Dodecyl-p-D-Maltosid (Sigma) Und 
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Natriumcholat (Sigma) . wurden in KQrSentrationen.^die zweimal der kritischeh 
Micellen Konzentration entsprech n, hinzugefugt. Die radioaktiven Produkt wurd n 
durch Radiod tektion (BAS-1 000 Bio imaging Analyzer, Fuji) auf den Dunnschicht- 
chromatographieplatten nachgewiesen. ' 
Die hochste Inkorporation von Radioaktivitat wurde in Assays mit UDP-[ 14 ClGlucose 
und Membranfraktionen im Vergleich zu Idslichen und Inclusion body-Fraktipnen von 
E. coli BL21 (DE3) oEypfPZA erzielt. Deshalb wurden alle folgenden in vitro 
Standard-Assays mit Membranfraktionen und UDP-[ 14 C]Glucose durchgefuhrt. Die 
( 14 C1 markierten lipophilen Prbdukte zeigten 70-80 % der AktivitSt, die in den Assay 
eingesetzt wurde. Zur Identifizierung wurden die radioaktiven lipophilen Produkte 
mittets DC getrennt, wobei Monogalactosyl Diacylglycerol (MGD). DGlcD und TGIcb 
als nicht-radioaktive Standards eingesetzt wurden! 

Der grefcte Teil der Radioaktivitat wurde im DGlcD gefunden, wogegen MGlcD und 

( t ■ • * ■ . ..... 

TGIcD nur in geringen Mengen auftraten (Fig.5.), Assays mit Membranfraktionen des 
untransformierten E. coli zeigten keinen Einbau von Radioaktivitat in lipophiie Pro- 
dukte. Urn die DAG Konzentration im Enzymassay zu erhohen, wurden die Effekte 
verschiedener Detergenzien auf die Aktivitat des Enzyms getestet. Mit der 
Ausnahme von Lyso-PC (Sigma) und Alkyl-p-D-Glucopyranosiden fuhrte die Zugabe 
aller o.g. Detergenzien zur vollstandigen Inhibierung der Enzymaktivitat ( 14 C]MGlcD 
und [ 14 C]DGIcD aus den Assays mit transformierten E. coli wurden isoliert und zur 
Identifikation ihrer Struktur verschiedenen chemischen und enzymatischen Behand- 
lungen unterzogen. Der DAG Anteil im [ CJDGIcD wurde durch die Behandlung mit 
Rhizopus Lipase nachgewiesen. Diese Lipase setzt spezifisch die Fettsaure in sn 1- 
Position des DAG beinhalt nden Lipids frei. Erwartun§sgemaB 
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cochromatographierte das entstandene radioaktiv Produkt mit Lyso-DGIcD, 
w Iches durch die gleiche B handlung aus nicht radioaktiv m DGIcD 
hervorgeigangen war; Die Inkubation [ 14 C]DG1cD mit Na-Methylat fuhrte zur 
Freisetzung freier Fettsauremethylester und [ 14 C]Glucosylgiycerol, die gleichen 
Produkte wurden bei einem hicht radioaktiven DGIcD bekannter Struktur erzeugt. 
( Die Charakterisierung der Bindung zwischen der ersten Glucose und dem DAG 
erfolgte durch Inkubation des markierten MGIcD mit Cerebrosidase. Dieses Enzym 
ist spezifisch fur die p-glucosidische Bindung, aber unspezifisch fur den 
hydrophoben Teil des Substrats (Vanderjagt et aL, 1994), Die inkubation von 
'0" [ 14 C]Glucose markiertem MGIcD mit Cerebrosidase fOhrte zur Freisetzung markierter 
Glucose und unmarkiertem DAG. Der Erfolg der Hydrolyse wurde durch 
Scintilationsmessung der wassrigen und organischen Phase nach Phasentrennung 
kontrolliert 90 % der Markierung wurden in der wassrigen Phase gefunden, 
verglichen mil 15 % in einem Kontrollexperiment, in dem 85 % der Radibaktivitat als 
[ 14 ClMGIcD in der organischen Phase verblieben. 

Diese Ergebnisse unterstutzen die Annahme einer p-glucosidischen Bindung 
zwischen der ersten Glucose und dem DAG im MGIcD. 



6. Charakterisierung der Glycosyltransferase Aktivitat 

Die Bildung von drei verschiedenen radioaktiven Produkten in dem in vitro Enzym- 
assay warf die Frage auf. ob all© diese Produkte durch ein einzelnes Enzym 
produziert werden, das von dem ypfP-Gen kodiert wird Um dieser Frage 
nachzugehen, wurden drei der moglichen Zuckerakzeptoren in markierter Form 
einzeln mit unmarkierter UDP-Glucdse in Anwesenheit der Membranfraktion 
inkubiert. Die Zuckerakzeptoren wurden aus vorhergehenden ' Assays isoUert. 

• 605088 III 6t + ./ ' 
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Assays mit radioaktivem [- 4 C]DAG y [ 14 C]MGIcD und t 14 C]DGIcti wurden vor 
Hinzufugen der Membranfraktion, Puffer 1 und der UDP-Glucose (3,6 mM 
Endkonzentration) durch Beschallen des radioaktiven Substrates in 0,5 mM Lyso- 
Phosphatidylcholin (bei [ 14 C1DAG) Oder Ethanol durchgefQhrt. Die maximale 
Ethanolkonzentration im Assay betrug 5 %(v/v). Nach Umsetzung der Substrate 
wurden die lipopbilen Produkte mittels DC getrennt und durch Radiodetektion 
nachgewiesen (Fig.6.). [ 14 C]DAG wurde zu [ 14 C]DGIcD und [ 14 C}TGIcD, [ 14 C]MGIcD 
zu [ 14 C]DGIcD und [ 14 C]TGIcD und ( 14 C]DGIcD zu [ 14 C]TGIcD umgesetzt 
Kontrollexperimente mit den gleichen Substraten und untransformierten E. coli 
Membranfraktionen fuhrten zu keinem der genannten Produkte. Daher sprechen die 
Ergebnisse deutlich fur eine Prozessivitat des Enzyms, wobej die Startreaktion als 
UDP-Glucose: 1 ,2-Diacylglycerol-3-p-D-Glucosyltransferase-Reaktion beschrieben 
werden kann. In den folgenden Reaktionsschritten hingegen variieren die 
Glusoseakzeptoren und reprasentieren die Produkte vorhergehender Additionen von 
p-Glucosyl Resten. 

Um einen Reaktionsmechanismus, basierend auf dem Transfer von Glycosylresten, 
von Glycosiden auf verschiedene Akzeptoren, wie er bei Glycosidasen stattfindet, 
auszuschlieGen, wurde der Enzymassay in Gegenwart von radioaktiv markiertem 
MGIcD, aber in Abwesenheit von UDP-Glucose durchgefGhrt Es korinte kein Umsatz 
des radioaktiv markierten MGIcD beobachtet werden, Die Inkubation von YpfP mit 
dem Glucosidase Inhibitor Deoxynoijrimycin (Alexis Deutschland GmbH) und 
Substanz3 (von Dh Y. Ichikawa zur VerfQgung gestellt) wurde nach Ichikawa und 
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Igarashi, 1995 durchgefuhrt Diese Verbindungen verhindern den Transfer von 
Glucose in Reaktionen, die von Glucbsylhydroiasen durchgefuhrt werden, aber nicht 
den Transfer bei Zuck rnukleotid- abhSngigen Glucosyltransferasen. Keiner der 
Inhtbitoren war in der Lage, die Enzymraktioh zu hemmen, Beide Anaatze sprechen 
daher fur einen Transfer der Glucose durch eine Zuckernukleotid-abhangige 
Reaktion. Andererseits waren RicinolsSure und Olsflure, je nach Koozentration im 
Ansatz, in der Lage das Enzym zu hemrhen. Zugaben zwischen 25 und '50 tig in 
100^1 Assay-Volumen fuhrten zur Hemmung der Bildung von DGIcD und TGIcD, 
demzweiten und dritten Schritt der Enzymreaktion. In diesen Experimenten akku- 
mulierte MGIcD im Reaktionansatz, das in normalen Assays in nur geringen Mengen 
auflrat. Konzentrationen uber 50 \iq im Assayansatz fuhrten zur vollstandigen 
Inhibierung des Enzyms. Hydrolyse Experimente mit Na-Methylat schlielien die 
Mfiglichkeit einer Glucosiherung von Ricinolsaure (=1 2-D-hydroxy-Olsaure) aus. 

7. SubstratspeztfitSt 

Die Substratspezifitat wurde fur , den Zuckerdonor und Zuckerakzeptor 
charakterisiert. Neben UDP-[ 14 C]Glucose wurde auch UDP-[ 14 C]Galactose getestet, 
allerdings wurde Galactose nicht in lipophile Produkte eihgebaut. 

Experimente beziiglich des Zuckerakzeptors zeigten, daft neben DAG, MGIcD gnd 
DGIcD auch Alkyl-p-D-Glucopyranoside als Akzeptor dienen konnen. Hierbej 
entstanden Produkte, die aufgrund der Hinweise durch die Rf-Werte der 
entstandenen Produkte und ihre Stabilitat gegenuber alkalischer Hydrolyse als 
Alkyldiglucoside identifiziert werden konnten. Weder Alkylsx-D-Glucopyranosid , 
Alkyl-p-D-Galactopyranoside noch C ramid konnten als Akzeptoren dienen Diese 
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Oaten zeigen. daft die prozessive Glycosyltransferase weniger spezifisch b zuglicn 
des Zuckerakzeptors ist!. dafur ab r eine nohere Spezifitat fur d n Zuckerdonor 
UDP-Glucbse aufweist. ■ { ; '■_>.{:■■.:■•'■ ' ^:;^^r^V-'{^V ; ^ : ^''"-^'"-/y^^- 
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Nukl otidsequenz / . •' v " . - ■'■ V- "' ' < 

ttgaatacca ataaaagagt attaattttg actgpaaaU^ac^gaaatgg acatgtgcag gtagccaaaa;; 
cactttatga acaatgtgta cggctcggct ttcagcatgr aacagtttct aatttgtacc aagagtcaaa 
tccgattgtt tcagaggtaa ctcaatacct ttatttaaaa agcttctcaa tcgggaaaca gttttatcgt ttgttttatt 
acggagttga caaaatctat aataaacgta aattcaatat ttactttaaa atgggtaata aaagattggg 
cgaacttgtc gatgaacatc agcccgatat tattattaat acatttccga tgatcgtegt gccggaatac 
agacgccgaa ctggaagagt cattcctacc ttcaacgtta tgactgattt ttgtcttcat aaaatttggg 
ttcacgaaaa cgtggataaa tattatgtgg cgacagatta cgtgaaggaa aaactgctgg agatcggcac 
tcatccaagc aatgtaaaaa tcacaggaat tccaatcagg ccgcaatttg aagaatccat gcctgttggc 
ccgatatata aaaagtacaa tctttcacca aacaaaaaag tgcttctgat catggcaggt gctcacggtg 
tattaaagaa cgtaaaagag ctgtgcgaaa accttgtcaa ggatgaccaa gtgcaagtag ttgtcgtgtg 
W.' cgggaaaaat acggctttaa aagaatcttt gagtgcgctt gaagcggaaa atggtgacaa attaaaagtt 
ctgggctatg tggagcgcat tgatgagcta tttcggatca .cagattgcat gattaccaag cccggcggca 
ttactttgac agaagccaca gbcattggag tgcctgtcat tctgtacaaa cccgtgcctg gccaggaaaa 
agaaaatgca aacttctttg aagaccgcgg agctgccatc gttgtgaacc gtcatgaaga gattctcgag 
tcagtcactt cccttcttgc agatgaagat accttgcatc gcatgaagaa aaacattaag gaccttcatt 
tagcaaactc ctctgaagtg attttagagg atatcctgaa ggaatcagaa atgatgaccg ccaaacaaaa 
agccaaagtg ctatcgtaa 

AminosSuresequenz 

MNTNKRVUL TANYGNGHVQ VAKTLYEQCV RLGFQHVTVS NLYQESNPIV 
SEVTQYLYLK SFSIGKQFYR LFYYGVDKIY NKRKFNIYFK MGNKRLGELV 
DEHQPDIIIN TFPMIWPEY RRRTGRVIPT FNVMTDFCLH KIWVHENVDK 
YYVATDYVK EKLLEIGTHPS NVKITGIPIR PQFEESMPVG PIYKKYNLSP 
NKKVLLIMAG AHGVLKNVKE LCENLVKDDQ VQWWCGKN TALKESLSAL 
EAENGDKLKV LGYVERIDEL FRITDCMITK PGG1TLTEAT AIGVPVILYK 
PVPGQEKENA NFFEDRGAAI WNRHEEILE SVTSLLADED TLHRMKKNIK 
DLHLANSSEV ILEDILKESE M MTAKQKAKV LS 
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Ansprtich . ^ 

1. Ein Protein; das . identisch od r unterschiedliche, katalytisch aktiv Donfidn n von 
Glycosyttransferasen aulweist. dadurch gekennzeichnet, daB dasselbe Protein in 
mindestens zwel aufeinanderfaflgenden ProzerSschrMen sukzeesiv aktiv ist. 

2. Ein Protein . entsprechend Ansprueh 1, da© als Glycosyltrsne- 
Yerase die sukzessive Obertragung elnes odor mehrerer Hexosereste auf ein 
Akzeptormolekul katalysiert 

3. Ein Protein ; .entsprechend Ansprueh 2, dee ate Glycoayttrane- 
ferase die sukzeselve Obertragung eines oder mahrerer Hexosereste auf 

* w Diacytglycerol els Akzeptormolekul zur Synthese von Glycolipiden katalysiert. 

4. Ein Protein entsprechend Ansprueh 1. das ein Hybridprotein darstellt. 

5. Ein Protein entsprechend Ansprueh 1. das einen passenden Linker, der aus 
geneti8ch kodierten Aminosauren besteht, enthalt. 

6. Ein ONA Molekul, das fur ein Protein entsprechend einem der Anspruche i-5 
kodiert. 

7. Ein Hybridvektor. der ein DNA-Motekul entsprechend Ansprueh 6 enthalt 

8 Ein Expresslonsvektor. der entsprechend Ansprueh 7 ein DNA-Motekul zur in vivo 
r oder in vitro Expression , in Hefen, Bakterien (aufier Bacillus subtilis), dikotyle oder 
monokotyte Pflanzen enthalt. 

d. Eine transgene Zelle oder Organism us, die/der ein DNA-Molekul entsprechend 
Ansprueh 6 oder einen Expresslonsvektor entsprechend Ansprueh 8 beinhaitet. 
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10. Eine Identische oder fthnlichd Sequer*. kodierend fOr eln Prot in, entsprechend 
Ahspruch 1. die mindeat n» in derfolgenden Eigenschaften rfOllt: ^ ; 

a) 30 % SO %. 70 %. 90 «*. 95 %. 100 % Iderrtltflt zur beaagten k di rend n 
Nukleotidsequenz 

b) 50 %. 70 %. 90 %. 95 %. 100 % identlsche und flhnllche Arninosauren (AS) 
zum besagten Protein 

C ) bei fblgender AS-Sequenz: EHQPDMI. mehr als 5 AS identisch sind 

d) bei fplgender AS*Sequenz: QWWCGKN, mehr aid 6 AS identisch sind 

e ) bei folgender AS-Sequenz: DCMITKPG, mehr als 6 AS identisch Bind. 

f 11! Die Nutzung eines Proteins entsprechend Anspruch 1 zur prozessiven 
Glycosylierung. 

12. Tetrasaccharid-diacylglycerld, insbesondere als Ergebnis der prozessiven 
Glycosylierung mit einem Protein naeheinem der Ahspruche 1-6. 
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